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Afin d’appliquer les concepts de thérapie cellulaire chez l’humain, il est nécessaire d’obtenir 
une quantité importante de cellules qui sont cliniquement sécuritaires. Ces cellules doivent 
également être autologues au système immunitaire du patient. Les cellules souches pluripotentes 
induites (iPSC) sont très intéressantes pour la thérapie cellulaire puisqu’elles peuvent être 
générées à partir de n’importe quelle cellule somatique tout en ayant un potentiel de réplication 
illimité. Toutefois, le processus de reprogrammation utilisé pour générer ces cellules requiert 
une altération de l’expression de plusieurs gènes impliqués dans le contrôle  de la croissance 
cellulaire (p53, par exemple). Le rétablissement complet de l’expression et/ou de la fonction de 
ces gènes après la différenciation des cellules iPS est encore inconnu et incertain. En utilisant 
des populations de fibroblastes (dérivées originellement d’une biopsie de peau ou différenciées 
à partir de cellules iPS autologues), notre but est de les caractériser et de déterminer leurs 
capacités de réparation de l’ADN après des dommages causés par l’irradiation. Les deux 
populations de fibroblastes expriment les marqueurs FSP-1 et vimentine alors qu’ils ont perdu 
les marqueurs membranaires de pluripotence SSEA4 et Tra1- 
60. Les résultats montrent que les deux populations répondent de manière similaire aux 
dommages à l’ADN, mais qu’une plus forte dose d’irradiation (5Gy) semble inhiber davantage 
la croissance des fibroblastes dérivés de cellules iPS. La réponse p21 semble également plus 
grande dans les cellules dérivées d’iPSCs après une irradiation de 10 Gy. Démontrer que les 
cellules dérivées d’iPSC sont en mesure de réparer efficacement leur ADN lors des dommages 
est essentiel au développement des thérapies cellulaires basées sur les iPSC chez l’humain. 
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In order to apply the concepts of cell therapy in humans, it is necessary to obtain an important 
source of human cells that are clinically safe. It is also highly preferable that these cells are 
autologous to the patient's immune system. Induced pluripotent stem cells (iPSC) are very 
attractive for cell therapy as they can be generated from any somatic cell while having unlimited 
replication potential. However, the reprogramming process for generating these cells requires 
an alteration of the expression of several genes involved in the control of cellular growth such 
as p53. Whether the expression and/or function of these genes is fully restored upon 
differentiation of iPSC is largely unknown. Using populations of fibroblasts (either originally 
derived from skin biopsies or differentiated from autologous iPSC), our goal is to characterize 
them and determine their DNA repair capacities following damages caused by irradiation. Both 
fibroblasts populations express markers such as FSP-1 and vimentin but lose the expression of 
pluripotency genes (SSEA4 and Tra1-60). We also have quantitatively measured the capacity 
of our populations to undergo cellular senescence and DNA repair following exposure to 
ionizing radiation. Our results show that both populations respond similarly to DNA damage 
but that a higher dose of irradiation (5 Gy) appears to further inhibit the growth of iPSC-derived 
fibroblasts. The p21 response also appears to be greater in iPSC- derived fibroblasts after a 10 
Gy irradiation. The demonstration that iPSC-derived cells are able to repair their DNA after 
damages is essential to the development of iPS-based cell therapies in humans. 
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De nouvelles technologies se développent sans cesse afin de repousser toujours un peu plus les 
limites de la science et ce qui s’avérait autrefois de la science-fiction se rapproche désormais de 
notre réalité. Les génies génétiques et cellulaires ont beaucoup à offrir et semblent promettre 
des avancées qui se révélaient encore inaccessibles il y a quelques années. Ces territoires sont 
encore inexplorés, en majorité, et peuvent se montrer particulièrement accueillants pour les 
scientifiques osant s’y aventurer. 
 
Toutefois, malgré l’excitation et l’appel de la nouveauté, la prudence est de mise afin 







1.1 Thérapie cellulaire 
 
 
La thérapie cellulaire telle qu’on la connaît aujourd’hui peut être définie par la pratique 
consistant à injecter du matériel cellulaire à un patient 1. Ce principe n’est pas né de la dernière 
pluie et était déjà utilisé au dix-neuvième siècle par le physiologiste et neurologiste Charles- 
Édouard Brown-Séquard alors que ce dernier injectait à ses contemporains – ainsi qu’à lui- 
même – des extraits testiculaires animaux dans l’espoir de contrer le vieillissement 2. Si cette 
technique et les recherches futures en ayant découlé ont permis la découverte de la testostérone 
3, on a également pu assister aux débuts d’une certaine forme de thérapie cellulaire. 
 
Au cours des dernières années, ce champ scientifique s’est vraiment démarqué et même si sa 
soudaine popularité en fait une cible de choix pour les médecines alternatives qui peuvent 
s’avérer dangereuses, les progrès réalisés dans le domaine demeurent très impressionnants. 
1.1.1 Thérapies cellulaires approuvées 
 
 
De nombreux traitements basés sur la thérapie cellulaire existent présentement au Canada et 
sont déjà largement approuvés par la communauté scientifique et les agences de santé 
gouvernementales. 
 
C’est le cas, notamment, des transfusions sanguines qui sont utilisées depuis le dix-septième 
siècle grâce aux travaux de William Harvey sur les animaux 4. Elles consistent à transférer du 
sang ou des composantes sanguines d’un donneur sain à un patient. Les premières transfusions 
utilisaient le sang complet, mais cette approche n’est plus d’actualité et des composantes 
sanguines telles que les globules rouges ou blancs, les facteurs de coagulation, les plaquettes ou 




Les travaux du chirurgien allemand Carl Bunger sur les autogreffes de peau en 1823 6 ont mené 
à de plus amples recherches et à une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans 
la transplantation d’organes qui est maintenant devenue un traitement de choix pour de 
nombreuses maladies. 
 
Les premières expérimentations animales de greffes de moelle osseuse, quant à elles, ont été 
réalisées dans les débuts de la deuxième moitié du vingtième siècle, mais c’est en 1957 qu’E. 
Donnall Thomas effectue la première transplantation de cellules souches hématopoïétiques 7. 
Ces cellules peuvent être récupérées d’un donneur à partir d’un prélèvement intra-osseux, d’une 
cytaphérèse ou d’un prélèvement de sang de cordon 8. 
 
Ces traitements sont désormais de routine - malgré la complexité de certains d’entre eux - au 
sein de nos hôpitaux et d’autres encore sont approuvés par Santé-Canada, mais demeurent 
néanmoins sous le radar afin d’en considérer les risques et les effets à long terme. C’est le cas, 
par exemple, de la nouvelle technique d’injection de cellules souches afin de traiter l’arthrose 
du genou 9. 
1.1.2 Défis actuels de la thérapie cellulaire 
 
 
Malgré l’ascension fulgurante de ce domaine scientifique, de nombreux défis résident encore 
afin d’offrir aux patients de nouveaux traitements basés sur des thérapies cellulaires. 
 
Tout d’abord, une grande quantité de cellules s’avère nécessaire et demeure parfois un frein au 
traitement de certains patients. En effet, le nombre de cellules souches contenues dans un sang 
de cordon, par exemple, n’est pas suffisant afin de greffer un adulte 10. De plus, le rejet 
immunitaire des cellules greffées par le receveur est un obstacle majeur à de nombreuses 
thérapies cellulaires. Le donneur et le receveur doivent être compatibles, mais ils ne le seront 
presque jamais complètement, ce qui deviendra une contrainte importante dans la vie future du 
patient puisque ce dernier devra probablement prendre des médicaments immunosuppresseurs 
pour le reste de sa vie. 
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L’intérêt marqué des scientifiques pour la thérapie cellulaire amène néanmoins son lot de défis 
supplémentaires dont le plus important est probablement la mise en marché à grande échelle. Le 
marché du médicament est présentement dominé par les protéines (majoritairement des 
anticorps monoclonaux 11) et les petites molécules (acides nucléiques 12, peptides 13, etc.). La 
manufacture et la commercialisation de cellules thérapeutiques représentent un plus gros défi 
puisqu’en raison de leur plus grande complexité, ces dernières requièrent des conditions 
particulières et laborieuses de maintien et d’entreposage 14. 
1.2 Médecine régénératrice à partir de cellules souches pluripotentes 
 
 
L’utilisation des cellules souches en thérapie cellulaire gagne en popularité puisque ces 
dernières possèdent des caractéristiques particulièrement intéressantes. En effet, non seulement 
elles peuvent se renouveler indéfiniment, mais elles peuvent aussi donner naissance à tous les 
autres types cellulaires. Les cellules souches hématopoïétiques sont déjà utilisées depuis de 
nombreuses années dans les greffes de moelle osseuse, mais les recherches semblent démontrer 
que les possibilités ne sont restreintes qu’à l’imagination des scientifiques. De nombreuses 
approches sont déjà réalisées chez la souris, c’est le cas, notamment, de la greffe de cellules 
souches embryonnaires afin d’améliorer la fonction cardiaque après un infarctus du myocarde 
15 ou de la greffe de neurones différenciés à partir de cellules souches afin de  réduire les déficits 
moteurs provoqués par la maladie de Parkinson 16. La différenciation de cellules bêta 
pancréatiques humaines à partir de cellules souches et l’injection de ces cellules au sein d’un 
pancréas d’une souris néonatale afin de prévenir le diabète de type 1 est un autre exemple des 
différentes retombées possibles de ce champ de recherche 17. 
1.1.3 Cellules souches humaines embryonnaires 
 
 
Isolées pour la première fois en 1998 18, les recherches sur les cellules souches humaines 
embryonnaires se sont multipliées puisqu’elles sont très utiles afin de comprendre certaines 
maladies et pourraient même être utilisées afin de traiter des maladies comme le diabète, le 
Parkinson, la sclérose en plaques ou l’infarctus du myocarde 19-21. Il y a un peu moins de dix 
ans, Ideguchi et al démontraient par exemple que des neurones dérivés de cellules souches 
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embryonnaires murines se connectaient de manière spécifique aux régions du système nerveux 
qui leur étaient propres sans interagir avec les autres parties du cerveau 22. 
 
Ces cellules sont prélevées à partir d’un embryon humain au stade de blastocyste et possèdent 
toutes les caractéristiques intéressantes des cellules souches 18. Plusieurs lignées cellulaires 
dérivées des cellules souches embryonnaires humaines sont présentement en essais cliniques 
afin de traiter des maladies comme la dégénérescence maculaire, le diabète de type 1 ou les 
lésions de la moelle épinière 23. 
1.1.3.1 Opinion publique et éthique 
 
 
Or, l’utilisation de ces cellules requiert la formation d’embryons humains dédiés à la recherche, 
une approche qui, de manière générale, ne fait pas l’unanimité et n’a pas le support de la 
population puisque la technique utilisée de récupération des cellules d’intérêt nécessite la 
destruction du blastocyste 24,25. La législation varie selon les pays et si certains d’entre eux sont 
plus laxistes  sans  imposer de  véritables  lignes  directrices  comme  le  Japon 26 ou la  Chine 
27
, d’autres sont plus stricts  quant  aux  lois  entourant  la  recherche  sur  les  cellules   souches 
embryonnaires humaines. C’est le cas, notamment, de l’État de Singapour 26, qui permet la 
recherche sur des embryons de moins de deux semaines ainsi que de l’Australie 26 et du Brésil 
28
, qui ont des lois strictes à ce sujet. Cette question éthique se pose principalement par rapport 
aux valeurs et à la culture de chacun des pays puisqu’en Chine, par exemple, la vie débute à la 
naissance et l’embryon n’est donc pas considéré vivant. La majorité des pays semble néanmoins 
autoriser la recherche sur les cellules souches embryonnaires humaines lorsqu’elles proviennent 
d’embryons excédentaires pour la fécondation in vitro qui auraient de toute façon été détruits 




De nombreux défis entravent la recherche et les thérapies basées sur les cellules souches puisque 
si ces dernières ont de grands avantages, elles peuvent aussi avoir des inconvénients non 
négligeables.   En   effet,   de  manière   générale,  les   cellules   souches   embryonnaires   sont
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récoltées à partir d’un embryon allogénique, ce qui peut occasionner un rejet cellulaire 
important chez le patient à qui ces cellules pourraient être injectées 29. 
 
De plus, ces cellules ont la possibilité de se différencier en de nombreux autres types cellulaires 
et ce qui est un grand avantage pour la thérapie cellulaire s’avère être également l’un de ses plus 
grands défis. En effet, des cellules souches injectées in vivo chez la souris forment des tératomes, 
une différenciation spontanée des cellules en ectoderme, mésoderme et endoderme 18,30. Cette 
technique est d’ailleurs utilisée afin d’attester la pluripotence cellulaire 31. 
 
 
L’un des grands avantages de travailler avec des cellules souches s’avère être la possibilité de 
renouvellement infinie. Or, encore une fois, cet atout peut également être un obstacle puisque la 
culture cellulaire in vitro à long terme peut introduire des mutations indésirables au sein des 
cellules d’intérêt 32,33 ou diminuer les fonctions mitochondriales, ce qui semble être lié à l’âge 
des cellules 34. 
1.1.4 Cellules souches pluripotentes induites 
 
 
Produites pour la première fois en 2006 par l’équipe du Dr. Yamanaka 35, les cellules souches 
pluripotentes induites, quant à elles, sont des cellules souches générées à partir de cellules 
humaines telles que des fibroblastes ou des cellules mononucléées sanguines périphériques 
(PBMCs) 36. Elles possèdent les mêmes caractéristiques que les cellules souches embryonnaires, 
ce qui signifie qu’elles peuvent se renouveler indéfiniment tout en pouvant se différencier en 
n’importe quelle cellule somatique du corps. 
 
Or, l’utilisation de ces cellules en thérapie cellulaire pourrait prévenir le rejet immunitaire 
puisqu’elles seraient reprogrammées à partir des cellules du patient et donc autologues à son 
système immunitaire. Certaines conditions semblent toutefois activer le système immunitaire 
puisque les cellules souches pluripotentes induites (iPSC) peuvent être éliminées par les cellules 
NK, qu’elles soient autologues ou allogéniques, étant donné qu’elles ont perdu l’expression du 
complexe majeur d’histocompatibilité 1 (CMH-1), chez la souris ou de l’antigène de leucocyte 
humain 1 (HLA-1) chez l’humain 37-39. Des études chez la souris ont également démontré que 
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des cellules dérivées d’iPSC surexpriment certains antigènes tumoraux comme Hormad1 37 ou 
sont rejetées lorsque les animaux sont traités avec un anti interleukine 10 (IL-10), démontrant 
par le fait même que ces cellules surexpriment l’IL-10, une cytokine immunosuppressive 40. 
 
Si l’immunogénicité des cellules iPS a été démontrée dans plusieurs publications, 
l’immunogénicité des cellules différenciées complètement à partir d’iPS est encore incertaine et 
semble dépendre du type cellulaire final 41-43. 
1.1.4.1 Modèles de maladies basés sur les cellules iPS 
 
 
Puisque les cellules iPS peuvent être générées de manière autologue à partir des cellules du 
patient, elles sont donc un outil de taille afin de modéliser de nombreuses maladies, en 
particulier des maladies génétiques. En effet, le génome de chaque individu diffère à des milliers 
de sites de gènes codant pour des protéines lorsqu’il est comparé au génome de référence, ce 
qui donne lieu à de nombreuses possibilités de mutations, néfastes ou non, pour l’individu. De 
nombreuses mutations connues altèrent la structure des protéines, et donc leur fonction 44,45. 
 
Auparavant, la modélisation des différentes maladies était effectuée grâce à des cellules souches 
embryonnaires humaines, ce qui pose les mêmes contraintes déjà énoncées plus haut 
46,47
. De 
plus, les modèles animaux sont une bonne alternative afin de mieux comprendre certaines 
maladies, mais les différences entre les espèces rendent la découverte de nouvelles thérapies et 
de médicaments particulièrement ardue 48. Les modèles de petits animaux sont encore 
incapables, d’ailleurs, de reproduire efficacement certaines maladies humaines pour différentes 
raisons telles que l’absence d’une pathologie naturelle génétique chez l’animal nécessitant une 
modification génétique importante ou la courte espérance de vie de certains d’entre eux rendant 
difficile la recherche sur des maladies qui se développent à un âge avancé chez l’humain, entre 
autres 49. 
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Les iPSC dérivées d’un patient pourraient éventuellement offrir un accès illimité à des 
échantillons frais et ainsi fournir de nombreuses possibilités d’étude de la maladie et de 
recherche de traitements éventuels pouvant réduire les effets secondaires indésirables 50. Le 
tableau I démontre d’ailleurs que plusieurs thérapies basées sur les iPSC ont vu le jour chez 
l’animal et semblent avoir porté fruits dans plusieurs cas, que ce soit afin de trouver la pathologie 
de la maladie, son mécanisme d’action ou un traitement potentiel. 
 
Tableau I : Thérapies fructueuses basées sur la technologie iPS 
 
LQT : Syndrome du QT long, AD : Maladie d’Alzheimer, ARVD/C : Dysplasie ventriculaire droite arythmogène 
ALS : Sclérose latérale amyotrophique, SMA : Syndrome de l’artère mésentérique supérieure, HD : Maladie de 
Huntington, PD : Maladie de Parkinson, RTT : Syndrome de Rett, PWS : Syndrome de Prader-Willi. (Changsung, 
2015 51) 
 
Comparer les cellules iPS d’un patient à celles d’un donneur sain pourrait ne pas forcément être 
une bonne approche puisque le contexte génétique des individus est différent 52.  Toutefois, 
grâce aux différentes technologies disponibles d’édition du génome telles que CRISPR-Cas9, 
qui s’avère être la plus rapide, il est possible de modifier génétiquement les lignées cellulaires 
en corrigeant la mutation, par exemple, afin d’obtenir de meilleurs contrôles cellulaires 





Figure 1 : Transplantation autologue de cellules dérivées d’iPSC génétiquement modifiées. Cette figure 
représente un modèle de transplantation autologue selon lequel des cellules somatiques sont d’abord isolées d’un 
patient et reprogrammées à l’état de cellules souches grâce à des vecteurs (rétroviraux ou non). Par la suite, ces 
cellules peuvent être corrigées par génie génétique grâce à différentes techniques, différenciées en cellules d’intérêt 





1.1.4.2 Découverte de médicaments basée sur les cellules iPS 
 
 
L’utilisation des iPSC peut également servir au développement de médicaments puisqu’il est 
possible de tester de nombreuses combinaisons sur différentes cellules afin de trouver celle qui 
semble démontrer les plus grands effets bénéfiques tout en diminuant les effets secondaires. Les 
professionnels de la santé comprennent davantage les maladies qui les préoccupent et se 
tournent de plus en plus vers la médecine personnalisée afin de soigner leurs patients de manière 
plus efficace 55. Des iPSC dérivées d’un patient peuvent désormais être différenciées en de 
nombreux types cellulaires qui ne sont pas toujours disponibles à l’aide d’une biopsie, comme 
les neurones et les cellules gliales 56. À partir de ces cellules, il est possible de déterminer 
certains phénotypes qui sont pertinents dans le cadre de la maladie et de cribler différents 
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traitements afin de caractériser leur efficacité 57,58. La figure 2 représente les étapes requises afin 
de procéder au criblage des petites molécules comme traitements potentiels à partir de cellules 




Figure 2: Criblage de médicaments à 
partir de cellules iPS. Cette figure 
représente un modèle de criblage de 
médicaments selon lequel des cellules 
somatiques d’un patient sont isolées et 
reprogrammées en iPSC. Ces cellules 
peuvent ensuite être différenciées en 
cellules d’intérêt pour le patient et 
utilisées afin de faire un criblage de 
différentes molécules dans le but de 




1.1.4.3 Applications cliniques 
 
 
Évidemment, les différentes thérapies cellulaires sur le marché amènent l’espoir d’une médecine 
régénérative pour des maladies dégénératives ou pour des blessures trop importantes pour être 
soignées autrement. Les blessures accidentelles reliées à l’activité humaine et les maladies 
dégénératives sont en hausse dans la population, ce qui rend d’autant plus importante la 
recherche sur des techniques alternatives pouvant contrer, par exemple, le rejet immunitaire ou 
la pénurie d’organes disponibles 60. Les cellules iPS pourraient contrer ces deux grands défis de 
l’ère moderne puisqu’elles sont dérivées à partir des propres tissus du patient. Les cellules iPS 
dérivées d’un patient pourraient donc être génétiquement modifiées afin de corriger des 
mutations génétiques, différenciées en un type cellulaire voulu et réinjectées au patient afin de 
retrouver un gain de fonction cellulaire. Certaines maladies du foie comme la tyrosinémie 
peuvent être modélisées in vitro et pourraient être de bonnes candidates pour la thérapie basée 
sur les cellules iPS 61. Effectivement, il n’est pas toujours nécessaire d’obtenir un fort 
pourcentage de gain de fonction afin d’observer des effets bénéfiques chez le patient, d’autant 
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plus lorsqu’il s’agit d’une protéine manquante dans l’organisme. Une étude clinique utilisant 
des cellules dérivées d’iPSC est déjà en cours afin de traiter la dégénérescence maculaire 62 et 
d’autres suivront probablement rapidement dans les prochaines années. 
1.2 Reprogrammation cellulaire 
 
 
Les travaux de Davis et al en 1987 ont démontré qu’il était possible de changer le destin des 
cellules en exprimant de manière ectopique dans des fibroblastes le facteur des muscles 
squelettiques MyoD, induisant ainsi la formation de myofibres 63. Par la suite, des études ont 
démontré que c’était également possible de convertir efficacement les cellules B et T du système 
immunitaire en macrophages fonctionnels par la surexpression du facteur de transcription 
myéloïde C/EBPα 64,65. Récemment, plusieurs groupes de recherche se sont  penchés sur la 
question de la transdifférenciation et ont pu par exemple convertir des cellules acinaires du 
pancréas en cellules bêta productrices d’insuline ou des fibroblastes en neurones en 
surexprimant respectivement certains facteurs pancréatiques 66 ou neuronaux 67. Cette dernière 
expérimentation démontre entre autres que la transdifférenciation n’est pas limitée à des cellules 
de la même lignée germinale puisque les fibroblastes ont une origine mésodermale alors que les 
neurones proviennent plutôt de l’ectoderme. 
 
Ces premières expériences ont permis de mieux comprendre les facteurs de transcription ainsi 
que leur implication dans différents mécanismes, permettant ainsi la recherche systématique de 
facteurs de transcription pouvant induire la conversion de cellules différenciées en cellules 
pluripotentes. Afin d’obtenir des cellules iPS, une étape de reprogrammation s’avère donc 
nécessaire. Cette étape permet de surexprimer certains facteurs de transcription qui sont 
nécessaires afin de ramener des cellules différenciées à un stade de cellules souches. Plusieurs 
étapes de criblage ont été indispensables afin de mener à l’identification d’un noyau minimal de 
quatre facteurs de transcription requis afin de permettre la reprogrammation 68. Le tableau II 
montre les différentes approches disponibles afin d’évaluer la pluripotence des cellules, leurs 






Tableau II : Techniques générales d’évaluation de la pluripotence des iPSC 
 
(Stadtfeld et al, 69) 
 
Connus depuis plusieurs années maintenant, les facteurs de transcription indispensables à la 
reprogrammation de cellules différenciées en cellules pluripotentes ont été nommés facteurs  de 
Yamanaka en l’honneur de ce scientifique qui les a découverts pour la première fois 35. Ces 
quatre facteurs de transcription essentiels correspondent à Oct3/4, Sox2, Klf4, c-Myc et sont 
directement impliqués dans l’auto-renouvellement des cellules. Ils sont nécessaires à la 
reprogrammation des cellules alors que d’autres facteurs tels que Nanog ou LIN28 sont 
alternatifs. Il est bien connu que certains de ces facteurs de transcription, comme c-Myc, sont 
des oncogènes qui sont souvent dérégulés dans les cancers, ce qui permet aux cellules de se 
renouveler rapidement 70. Cette caractéristique s’avère essentielle pour les cellules cancéreuses 
et c-Myc, entre autres, stimule la production d’acides aminés, de protéines et de lipides 
nécessaires à la prolifération cellulaire. En raison du rôle déterminant de ces facteurs dans la 
reprogrammation cellulaire, il est d’autant plus important qu’ils soient transitoires et qu’ils ne 
persistent pas au sein des cellules différenciées. 
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Figure 3 : Rôle putatif des facteurs de 
reprogrammation pendant la formation 
d’iPSC. En A, les facteurs exogènes utiles à la 
reprogrammation sont démontrés en rouge alors 
qu’ils sont peu à peu remplacés par les facteurs 
endogènes de ces mêmes protéines ou par leurs 
cibles telles que Nanog (N) ou d’autres facteurs 
X inconnus (en vert). En B, le schéma illustre 
comment les facteurs de reprogrammation 
peuvent réprimer rapidement les gènes 
somatiques, par la liaison d’un seul facteur aux 
régions promotrices et activer graduellement les 
gènes de pluripotence (ESC) par l’établissement 
de complexes multiprotéiques. Les deux 
processus sont probablement induits par Klf4, 
Sox2 et Oct4. En C, le schéma montre 
l’activation de gènes qui induisent la division 
cellulaire par c-Myc et la répression du locus du 
gène suppresseur de tumeurs Ink4a/Arf , ce qui 
octroie aux cellules l’immortalité par une 
combinaison de facteurs de reprogrammation. S 
: Sox2 O : Oct3/4 M : c-Myc et K : Klf4 





1.2.1 Différentes sources de cellules 
 
 
La reprogrammation de cellules différenciées en cellules souches a été réalisée chez différentes 
espèces telles que l’humain 71-73, le rat 74 et le macaque rhésus 75, proposant ainsi l’idée que les 
mécanismes transcriptionnels régulant l’état de pluripotence soient conservés au cours de 
l’évolution. De plus, si les iPSCs étaient d’abord dérivées à partir de fibroblastes et de cellules 
mononuclées sanguines périphériques (PBMCs), elles peuvent l’être à partir de plusieurs autres 
types cellulaires avec l’ajout des facteurs de Yamanaka nécessaires à leur reprogrammation, 
mais avec une efficacité variable selon les types. Le tableau III démontre effectivement, du 
moins chez la souris, que les  cellules  différenciées de  manière  terminale  se  reprogramment 
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Tableau III : iPSC dérivées à partir de différentes espèces et types cellulaires 
 
(Stadtfeld et al, 2010 69) 
 
plus difficilement en iPSC lorsqu’elles sont comparées à des cellules progénitrices. 
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1.2.2 Différentes approches d’acheminement disponibles 
 
 
La première approche utilisée par l’équipe du Dr Yamanaka afin d’acheminer les différents 
facteurs de transcription essentiels à la reprogrammation était par infection rétrovirale. Les 
rétrovirus sont des virus ARN qui utilisent une transcriptase inverse afin de transcrire cet ARN 
en ADN. C’est connu depuis longtemps que les rétrovirus peuvent s’intégrer au hasard dans 
l’ADN et ainsi créer des mutations au sein de gènes importants dans la cellule 76,77. En effet, 
leur insertion au sein de gènes potentiellement oncogéniques est inquiétante puisque c’est 
difficile de prévoir la séquence du génome qui sera la cible de l’intégration de l’ADN pro- viral. 
 
De plus, malgré le fait que les rétrovirus pourraient s’intégrer au sein d’une partie de l’ADN non 
codante pour des protéines et que les transgènes rétroviraux sont souvent réprimés vers la fin de 
la reprogrammation grâce à des méthyltransférases agissant autant sur l’ADN 78 directement que 
sur les histones 79, il semblerait que ce processus soit parfois incomplet 80,81. La réactivation de 
ces transgènes rétroviraux au sein des lignées différenciées est également  un obstacle majeur à 
l’utilisation de cette technique puisque ces lignées cellulaires forment fréquemment des tumeurs 
dans les animaux 82. 
 
Cette approche a donc été remplacée par des techniques plus sécuritaires d’acheminement des 
différents facteurs de transcription nécessaires à la reprogrammation cellulaire. 
 
Le tableau IV représente un résumé des différentes techniques d’acheminement utilisées. 
 
 
1.2.2.1 Reprogrammation par des virus ou des plasmides 
 
 
Tout d’abord, les vecteurs lentivirus constitutivement activés ont aussi été utilisés afin 
d’acheminer les différents facteurs de transcription nécessaires à la reprogrammation. Or, les 
lentivirus font partie des rétrovirus et s’ils possèdent tous les inconvénients de leurs très proches 
cousins, ils semblent être encore moins efficacement réprimés vers la fin de la reprogrammation, 
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Tableau IV : Méthodes d’acheminement des facteurs de transcription 
 
(Stadtfeld et al, 2010 69) 
 
 
ce qui peut nuire à la différenciation des cellules 83. L’utilisation de vecteurs lentiviraux 
inductibles s’avère être une bonne option afin de contrôler l’expression des gènes viraux par 
l’ajout d’un antibiotique inerte comme la doxycycline. Lorsque la doxyxycline est retirée du 
milieu de culture, les cellules qui ne sont pas pleinement reprogrammées et qui sont encore sous 
l’influence des gènes lentiviraux cessent de proliférer 83,84. Les vecteurs lentiviraux infectent 
plus efficacement différentes lignées somatiques que les rétrovirus et pourraient être utilisés afin 
d’augmenter l’efficacité de la reprogrammation en exprimant par exemple des cassettes 
polycistroniques comprenant les quatre facteurs de transcription nécessaires 85. 
 
L’intégration des virus dans le génome des cellules pose toujours un risque accru de réactivation 
ou de mutation provoquée par l’intégration elle-même. D’autres méthodes qui ne nécessitent 
pas d’intégration virale ont donc été développées, ce qui s’avère particulièrement intéressant 
pour des thérapies basées sur les cellules iPS. 
 
Tout d’abord, les premières approches d’acheminement non-intégratives ont été réalisées avec 
des adénovirus 86 ou des plasmides 82. Une nouvelle approche a également été proposée et 
s’avère fréquemment utilisée jusqu’à présent : le virus Sendai 87. Le virus Sendai est un virus 
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ARN non intégrant qui infecte principalement les mammifères et qui peut donc être utilisé 
comme vecteur. Malgré le fait que l’efficacité de cette reprogrammation soit moindre que pour 
les virus intégrants, ces différentes approches confirment donc qu’une expression transitoire de 
ces quatre facteurs est suffisante afin de permettre la reprogrammation des cellules. Afin 
d’augmenter l’efficacité tout en limitant les inconvénients reliés à l’intégration de vecteurs 
viraux dans l’ADN de la cellule hôte, plusieurs équipes ont développé des modèles d’intégration 
virale avec des séquences LoxP pouvant être excisées par la recombinase Cre lorsque la 
reprogrammation est complétée 88,89. Plusieurs autres laboratoires ont plutôt opté pour la 
technique des transposons, qui permet une excision plus nette de la séquence intégrée dans le 
génome grâce à l’expression transitoire d’une transposase 90,91. 
1.3.4 Gènes suppresseurs de tumeurs 
 
 
L’apport de facteurs de transcription particuliers aux cellules somatiques n’est pas la seule étape 
afin de reprogrammer ces cellules en cellules souches. En effet, de nombreux gènes importants 
dans la régulation de la croissance cellulaire doivent être réprimés de manière transitoire afin de 
permettre cette reprogrammation. Le génome des cellules souches doit être particulièrement 
bien protégé puisque ces cellules ont la capacité de former de nombreux autres types cellulaires. 
Une mutation au sein de ces cellules peut s’avérer catastrophique pour l’individu et la cellule 
doit posséder des mécanismes puissants afin de maintenir l’intégrité de son génome. C’est le 
cas, notamment, des gènes suppresseurs de tumeurs tels que p16INK4a, p14ARF et p53, qui régulent 
négativement la prolifération cellulaire 92. Ils ont d’abord été découverts grâce à leur rôle dans 
le cancer, mais jouent probablement un rôle encore plus grand d’homéostasie au sein des tissus 






Les gènes suppresseurs de tumeurs possèdent de nombreuses fonctions dont certaines d’entre 
elles sont méconnues. En effet, les fonctions de ces différents gènes semblent dépendre de leurs 




responsables d’un arrêt de croissance cellulaire ou d’une mort par apoptose dans certains cas 
alors qu’ils peuvent aussi induire les divisions cellulaires dans d’autres contextes 93. Néanmoins, 
quelques fonctions principales ont été plus amplement étudiées et ont pu leur être attribuées. 
Tout d’abord, ils régulent le cycle cellulaire en réprimant des gènes importants dans ce 
mécanisme. Par la suite, ils s’assurent que les cellules endommagées ne puissent pas poursuivre 
le cycle cellulaire jusqu’à ce que le génome de ces dernières ait été réparé avec succès ; si les 
dommages sont trop importants, ils induisent plutôt l’apoptose 94. Les protéines impliquées dans 
la réparation de l’ADN sont considérées comme étant des suppresseurs de tumeurs, également, 
puisque des mutations dans leurs gènes peut s’avérer désastreuses et mener à la formation de 
cancers 95. C’est le cas, notamment, de la protéine BRCA. La perte et/ou le dysfonctionnement 
des gènes suppresseurs de tumeurs s’avèrent très importantes dans le développement des 
cancers, probablement même plus importantes encore que l’activation d’oncogènes 96,97. 
1.3.4.2 Le gène suppresseur de tumeurs p53 
 
 
Le gène suppresseur de tumeurs p53 s’avère être plutôt versatile et semble privilégier différentes 
voies de signalisation selon le contexte et l’environnement cellulaire. 
 
Par exemple, dans des souris ATR mutantes, p53 maintient l’intégrité génomique et favorise la 
régénération tissulaire en promouvant la réparation de l’ADN ou en induisant l’apoptose des 
cellules ayant subi de trop gros dommages 98. Par contre, en réponse à des stimuli oncogéniques 
ou à l’usure des télomères dans des cellules souches, par exemple, p53 induit plutôt la mort des 
cellules 99. 
 
Il est connu que des gènes suppresseurs de tumeurs sont inhibés ou réprimés pendant une 
certaine période de temps afin de permettre la reprogrammation de cellules somatiques en iPSC 
100-102, mais plusieurs autres études ont démontré qu’il était possible d’augmenter l’efficacité de 
la reprogrammation en supprimant temporairement ou complètement l’expression de p53 103,104, 
non sans augmenter les chances de transformation cellulaire 105. La 
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reprogrammation des cellules nécessite la répression temporaire de p53 puisqu’elle cause des 
cassures dans l’ADN qui induisent la sénescence ou la mort des cellules 106,107. 
 
Figure 4 : Voie de signalisation de p53 simplifiée. Plusieurs stimuli peuvent activer la voie p53, c’est le cas, 
notamment, des cassures d’ADN, de l’irradiation ou du stress. p53 est impliqué au sein de différentes voie de 
signalisation, entre autres lorsqu’il y a des dommages induits à l’ADN. La cellule peut cesser de croître et donc 
entrer en sénescence, subir l’apoptose ou même réparer son ADN. La voie p53 est également impliquée afin de 
prévenir l’angiogenèse, mais aussi dans la traduction de protéines responsables de la réponse au stress.  (Brown  et 
al, 2009 108) 
1.3.4.3 Hypothèse de Knudson 
 
 
Les mutations dans des gènes suppresseurs de tumeurs sont dangereuses puisqu’elles perturbent 
les mécanismes de réparation de l’ADN et le bon fonctionnement du cycle cellulaire. Alfred 
Knudson a formulé une hypothèse qui porte son nom et qui explique la formation des cancers 
par des mutations successives. Effectivement, un seul allèle fonctionnel d’un gène suppresseur 
de tumeur s’avère généralement suffisant afin de protéger la cellule et ce n’est que lorsque les 
deux allèles du même gène sont inactivés que les dommages s’accumulent, même si des études 
démontrent que certains gènes suppresseurs de tumeurs sont dose-dépendants et que 







1.4 Maintien de l’intégrité génomique 
 
 
Figure 5 : Hypothèse de 
Knudson. Le schéma 
démontre qu’il y a deux 
formes de mutations, 
héréditaires ou non- 
héréditaires. Lors d’un cas 
héréditaire de formation 
d’un cancer, l’un des allèle 
d’intérêt possède déjà une 
mutation et il ne suffit que 
d’une seule autre mutation 
afin d’inactiver le 
deuxième allèle. Dans un 
cas non-héréditaire, deux 





Grâce aux gènes suppresseurs de tumeurs et à différents mécanismes mis en place par la cellule 
afin de contrôler sa prolifération, il est possible de maintenir l’intégrité génomique. Plusieurs 
mécanismes de réparation de l’ADN existent et sont utilisés dans des cas bien particuliers. Les 
cassures double-brin dans l’ADN sont les dommages les plus importants générés dans une 
cellule puisque les polymérases ne peuvent pas se fier sur le deuxième brin afin de réparer celui 
qui est endommagé. Les deux mécanismes les mieux étudiés et les plus connus seront expliqués 
à la suite. 53BP1, une protéine liant p53, s’avère d’ailleurs être une protéine clé dans la décision 
de la cellule d’utiliser l’un ou l’autre des deux mécanismes 110. 
1.4.1 Jonctions d’extrémités non-homologues 
 
 
Tout d’abord, la jonction d’extrémités non homologues est un mécanisme de réparation des 
cassures double-brin qui utilise des microhomologies à la fin du dommage afin de guider la 
réparation de l’ADN. La réparation inappropriée de la cassure double-brin peut avoir des 
20  
effets désastreux sur la cellule telles que des translocations ou des fusions de télomères pouvant 
mener au cancer 111. Plusieurs protéines sont impliquées dans ce mécanisme telles que Ku70/80, 
Artemis et l’ADN ligase IV 112. Plus rapide que la recombinaison homologue, la jonction 




1.4.2 Recombinaison homologue 
 
 
La recombinaison homologue, quant à elle, est un mécanisme plus fidèle que la jonction 
d’extrémités non homologues, mais demande davantage d’énergie à la cellule et ne peut être 
utilisée que lorsqu’un ADN homologue est présent dans la cellule, principalement en phase G2 
ou S du cycle cellulaire. La cellule se base donc sur la chromatide sœur de la phase G2, par 
exemple, afin de réparer les dommages du chromosome endommagé. Des protéines comme 
Rad51, PARP1 ou MRE11 sont impliquées 113. 
 
1.5 Différenciation cellulaire à partir de cellules iPS 
 
 
Les mécanismes fonctionnels de réparation de l’ADN sont d’autant plus importants dans les 
cellules souches afin de prévenir l’apparition de mutations qui pourront être transmises à tous 
les autres types cellulaires. Lorsque le processus de reprogrammation cellulaire est terminé, 
l’intérêt s’avère souvent de différencier les iPSC en d’autres types cellulaires, que ce soit pour 
le criblage de médicaments ou pour la transplantation de cellules autologues. S’il existe de 
nombreux protocoles de différenciation déjà publiés, tous les types cellulaires ne peuvent pas 
encore être différenciés à partir d’iPSC puisque certains facteurs nécessaires à la différenciation 
sont encore inconnus. À partir d’iPSCs, il est toutefois possible de dériver de nombreux types 
cellulaires comme des cardiomyocytes 114, des hépatocytes 115, des cellules épithéliales de 
poumons 116, des neurones moteurs 117 ou des cellules musculaires squelettiques 
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, pour ne nommer que ceux-là. Ce sont des cellules qui proviennent des couches germinales 
différentes et qui sont dérivées grâce à l’ajout de facteurs de croissance et de différenciation 







Il y a une grande incertitude sur l’innocuité des cellules souches pluripotentes induites ainsi que 
leurs dérivés cellulaires puisque la reprogrammation implique une répression temporaire de 
l’expression de certains gènes suppresseurs de tumeurs 100-102.  Nous présumons que ces gènes 
sont ré-exprimés normalement lors de la différenciation des cellules, mais aucune confirmation 
dans la littérature ne vient appuyer cette conviction et cette certitude est pourtant nécessaire afin 
de proposer à grande échelle des traitements basés sur les iPSC. 
 
Le but de ce projet est donc de caractériser et de comparer des populations de fibroblastes 
originellement dérivées d’une biopsie à celles provenant de cellules souches pluripotentes 
induites autologues. 
1.6.1 Hypothèse expérimentale 
 
 
Tout d’abord, nous croyons que l’efficacité et le succès de la différenciation à partir des cellules 
iPS sont très importants afin d’obtenir des populations cellulaires qui se rapprochent 
physiologiquement et métaboliquement des cellules originelles. Si cette différenciation est 
complétée efficacement et que les mécanismes de réparation de l’ADN (comme p53) sont 
fonctionnels, nous pensons que les deux populations de cellules devraient posséder les mêmes 
caractéristiques morphologiques et répondre de la même façon aux dommages à l’ADN. 
1.6.2 Objectifs du projet 
 
 
Tout d’abord, par la cytométrie en flux et l’immunofluorescence, nous caractériserons 
morphologiquement nos populations cellulaires grâce à des protéines de surface ou à des 
molécules intracellulaires. Ensuite, nous déterminerons le potentiel de réparation des dommages 
à l’ADN causés par l’irradiation en observant la formation de foyers de réparation grâce à deux 
protéines impliquées dans la réparation de l’ADN lors d’une cassure double-brin, 
22  
53BP1 et H2AX. Nous caractériserons aussi la capacité de nos populations cellulaires à reprendre 
et/ou à interrompre leur croissance après deux doses d’irradiation différentes grâce à 
l’incorporation de bromodeoxyuridine (BrdU), un analogue de la thymidine. De plus, la réponse 





























2. MATÉRIEL ET MÉTHODE 
 
 
2.1 Culture des fibroblastes 
 
 
Les fibroblastes sont cultivés dans du DMEM 10% sérum bovin fœtal (FBS), 5% P/S 
(pénicilline/streptomycine) et incubées en hypoxie à 5% CO2 et 5% O2. Le milieu de culture est 
changé aux quatre jours et les cellules sont passées une ou deux fois par semaine, lorsqu’elle 
atteignent confluence. Afin de réaliser les passages, les cellules sont rincées avec du PBS, 
décollées avec la trypsine 0,25% et laissées cinq minutes dans l’incubateur. Elles sont ensuite 
centrifugées à 1 200 RPM pendant cinq minutes et comptées à l’hématimètre. Environ 500 000 
cellules sont déposées dans des T75. Les cellules sont congelées à -80°C dans 50% de milieu de 
culture originel, 40 % de FBS et 10 % de dimethylsulfoxide (DMSO). Elles sont conservées à 
long terme dans des cuves d’azote liquide. Elles sont décongelées à 37°C, centrifugées afin de 
retirer le DMSO et mises en culture. 
 
 
2.2 Culture des iPSC 
 
 
La reprogrammation des cellules a été réalisée précédemment dans le laboratoire par des virus 
Sendai. Les cellules iPS sont cultivées dans du milieu Essential 8 (E8) sur des plaques 
précédemment enduites de geltrex, une matrice permettant l’adhésion cellulaire et le milieu est 
changé tous les jours. Les plaques de 6 puits sont enduites de geltrex (1% geltrex dans du milieu 
E8 froid), posées trente minutes dans l’incubateur et laissées ensuite trente minutes à la 
température de la pièce. Elles sont ensuite prêtes à être utilisées. 
 
Tout d’abord, les iPSC sont nettoyées au microscope optique (sous la hotte) afin d’éliminer les 
zones de différenciation spontanée. Un ml de gentle cell dissociation reagent (GCDR) est déposé 
par puits afin de fragiliser les colonies d’iPSC. Le GDCR est retiré du milieu lorsque les contours 
des colonies commencent à s’effriter et remplacé par du milieu E8 avec 10 µM de 
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rock inhibitor (RI), une molécule qui augmente l’adhésion cellulaire à la matrice. Les colonies 
sont détachées avec un grattoir de cellules et brisées en petites colonies avec la pipette de 1000 
µl. Le geltrex est retiré des puits et remplacé par le milieu E8 + RI. Avec la pipette de 1000 µl, 
les cellules sont ensemencées dans les nouveaux puits. 
 
Les cellules sont congelées dans du FBS 10% DMSO directement ajouté sur les colonies 
fragilisées par le GCDR. Elles sont décollées avec le grattoir cellulaire et pipetées une seule fois 
avant d’être déposées dans les tubes de congélation et gardées à -80°C. Elles sont ensuite 
entreposées à long terme dans des cuves d’azote liquide. Elles sont décongelées dans du  milieu 
E8 + RI et déposées en une seule fois dans des puits précédemment enduits de geltrex. 
2.3 Différenciation des iPSC en fibroblastes 
 
 
Afin de différencier les cellules iPS en fibroblastes, le bFGF a été utilisé à une concentration de 
4 ng/ml. La différenciation a été réalisée dans des plaques de six puits avec des iPSC confluentes 
à 40-50%. Le bFGF a été laissé dans le milieu de culture pendant deux semaines  et les trois 
premiers passages ont été réalisés sur des plaques précédemment enduites de geltrex. 
 
 
2.4 Caractérisation des cellules  
2.4.1 Immunofluorescence 
Pour les marquages vimentine et FSP-1, les cellules ont été fixées à la paraformaldéhyde (PFA) 
4% pendant 7 minutes. Elles ont ensuite été lavées trois fois pendant 5 minutes au PBS et une 
perméabilisation avec du PBS 0,2% Triton a été réalisée pendant 10 minutes. Trois lavages de 
5 minutes au PBS ont été effectués. Un blocage des sites non spécifiques a été réalisé pendant 
trente minutes au FBS 10%. Les anticorps anti-vimentine (Invitrogen) et anti- FSP-1 (EMD 
Millipore) ont été ajoutés toute la nuit (à 4°C) à une dilution 1 :250. Trois lavages de 5 minutes 
ont ensuite été réalisés au PBS et l’anticorps secondaire anti-souris Alexa 
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594 (Invitrogen) a été ajouté à une dilution 1 :500 pendant trente minutes à la température de la 
pièce. Trois lavages de 5 minutes ont été faits et le DAPI a été ajouté dans le dernier lavage. 
 
Les marquages SSEA4 et Tra-1-60 ont été réalisés de la même façon que les marquages 
vimentine et FSP-1 en omettant l’étape de perméabilisation puisqu’il s’agit de marqueurs de 
surface. La concentration des anticorps était de 1 :200 pour l’anti-SSEA4 et de 1 :500 pour l’anti 
Tra-1-60, tous deux faits chez la souris et achetés chez Life Technologies. 
2.4.2 Cytométrie en flux 
 
 
Les cellules en culture ont été récupérées, centrifugées et fixées pendant 7 minutes à la 
formaldéhyde. Des cellules non marquées ont été conservées comme contrôles et différents 
tubes ont été préparés afin de faire les différents marquages. Les anticorps anti-HLA de classe 
1 et anti-CD73 étaient couplés à la phycoérythrine (PE) alors que les anticorps anti-CD44 et 
anti-CD90 étaient couplés à la fluorescéine (FITC) et ont été achetés chez BD biosciences. Les 
cellules ont été marquées pendant 30 minutes à 4°C et analysées en cytométrie en flux au BD 
fortessa. Les cellules d’intérêt ont été récupérées selon leur taille et leur granularité et une 
acquisition d’environ 10 000 cellules a été réalisée. 
 
 
2.5 Mesures de la capacité de réparation de l’ADN après irradiation 
 
2.5.1 53BP1 et H2AX 
 
 
Les deux populations de fibroblastes ont été ensemencées sur des lames à quatre chambres et 
ont été irradiées à 1 Gy au Faxitron. Elles ont ensuite été fixées à la paraformaldéhyde 1h, 8h, 
24h et 48 h post-irradiation. Des cellules contrôles non irradiées ont aussi été fixées. Trois 
lavages de 5 minutes ont été réalisés au PBS et une perméabilisation de 10 minutes au Triton 
0,2% a été effectuée à la température de la pièce. Les sites de liaison non spécifiques ont été 
bloqués pendant une heure à la température de la pièce dans une solution de PBS 5% sérum de 
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chèvre et 1% sérum d’albumine bovine (BSA). Les anticorps de lapin anti-53BP1 et de souris 
anti-H2AX ont été ajoutés à des dilutions respectives de 1 :1500 et de 1 :250 dans une  solution 
de PBS 2,5% sérum de chèvre et 1% BSA et ont été respectivement achetés chez Novus 
Biologicals et Millipore. Ils ont été laissés toute la nuit à 4°C. Trois lavages de 5 minutes au 
PBS ont été effectués. Les anticorps secondaires Alexa 594 anti-lapin et Alexa 488 anti-souris 
achetés chez Invitrogen ont été ajoutés à des dilutions de 1 :750 dans une solution de PBS 1% 
BSA et ont été laissés une heure à température de la pièce. Trois lavages de cinq minutes ont 
été réalisés et le DAPI a été ajouté dans le dernier lavage. 
 
 
2.5.2 Incorporation du BrdU 
 
 
Les deux populations de fibroblastes ont été ensemencées sur des lames à quatre chambres et 
ont été irradiées à 2,5 et 5 Gy au Faxitron. Deux jours après l’irradiation, le BrdU (acheté chez 
Roche) à une concentration de 10 µM a été ajouté dans le milieu de culture et les cellules ont 
ensuite été fixées à la paraformaldéhyde 4 jours après l’ajout de BrdU. Des cellules non irradiées 
ont également été fixées afin d’avoir un contrôle de prolifération cellulaire. Les cellules doivent 
être dénaturées et sont donc incubées 30 minutes à 37°C dans du HCl 1N. L’acide est ensuite 
neutralisé avec un tampon borate à 0,1 M et de pH 8,5 (acide borique + NaOH) pendant 10 
minutes à la température de la pièce. Trois lavages de 5 minutes au PBS sont ensuite effectués. 
L’anticorps souris anti-BrdU, acheté chez Sigma, est ajouté à une dilution 1 :250 dans une 
solution de PBS 1% BSA pour la nuit. Trois lavages de 5 minutes au PBS sont réalisés. 
L’anticorps secondaire anti-souris Alexa 488 est ensuite ajouté à une dilution de 1 :750 dans 
une solution de PBS 1% BSA pendant une heure à la température de la pièce. Trois lavages sont 
réalisés et le DAPI est ajouté dans le dernier lavage. 
 
 
2.5.3 Expression de p21 par qPCR 
 
 
Les fibroblastes ont été ensemencés dans des boîtes de pétri de 60 mm et irradiées à 10 Gy au 
Faxitron. Chaque population cellulaire a été ensemencée dans trois boîtes de pétri différentes 
afin d’avoir une population contrôle non irradiées et deux populations irradiées dont l’ARN a 
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été récupéré à des temps différents. Les cellules ont été lysées et l’ARN a été récupéré avec le 
kit RNeasy Mini kit de Qiagen. 100 ng d’ARN a ensuite été transcrit en cDNA avec le kit 
Quantitect – Reverse Transcription Kit de Qiagen. La réaction de qPCR a été réalisée avec le 
kit Sensimix SYBR Low-ROX Kit de Bioline. Les amorces utilisées pour le 18S sont 5’- 
CGCCGCTAGAGGTGAAATTCT-3’ et 5’- CGAACCTCCGACTTTCGTTCT-3’ et les 





























3.1 Caractérisation morphologique des différentes lignées cellulaires 
 
 
Généralement, les cellules différenciées possèdent une morphologie qui leur est propre et qui 
peut facilement être observée au microscope optique. Les fibroblastes sont des cellules de 
soutien et constituent le tissu conjonctif ; elles forment donc des projections afin de couvrir un 
maximum de surface. Les cellules iPS, quant à elles, sont des cellules qui ont un très gros noyau, 
ne possèdent que très peu de cytoplasme et se regroupent en colonies. 
 
La figure 6 montre la morphologie cellulaire des différentes populations au microscope optique. 
Le succès et l’efficacité de la différenciation ne peuvent pas être devinés à partir d’observations 
microscopiques, mais ces dernières peuvent néanmoins donner quelques indications 
supplémentaires. 
 
Figure 6. Morphologie des 
différentes populations de 
fibroblastes au microscope 
optique. Les panneaux A et D 
représentent respectivement les 
fibroblastes d’origine et les 
fibroblastes dérivés d’iPSC, à des 
passages similaires. Le panneau 
B désigne plusieurs cellules iPS 
regroupées en colonies alors que 
le panneau C montre les cellules 
après 5  jours  dans le  milieu  de 
différenciation (DMEM + 4 
ng/ml FGF) 
A Fibroblastes originaux B  
 
C Fibroblastes  dérivés d’iPSC    D Fibroblastes dérivés d’iPSC 
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C’est possible de remarquer, dans la figure 6, que les deux populations de fibroblastes sont 
similaires morphologiquement. À faible confluence et à passage avancé, les cellules forment les 
projections caractéristiques des cellules de soutien. Les cellules nouvellement différenciées ne 
ressemblent pas tout à fait à des fibroblastes matures alors que les cellules iPS, quant à elles, 
sont effectivement regroupées en colonies. 
 
Les fibroblastes épithéliaux sont des cellules différenciées qui ne possèdent que très peu de 
marqueurs cellulaires uniques et ces derniers sont souvent partagés avec un ou plusieurs autres 
types cellulaires. Or, certaines protéines sont davantage exprimées chez cette population, c’est 
le cas, notamment, de la vimentine, un filament intermédiaire, et de FSP-1, une protéine 
intracellulaire. Plusieurs marqueurs de pluripotence ne sont exprimés que sur les cellules 
souches, tels que SSEA4 et TRA1-60 ; leur perte sur les cellules différenciées permet d’évaluer 
l’efficacité de la différenciation. La figure 7 représente ces différents marqueurs en 
immunofluorescence. 
 
Dans le panneau A de la figure 7, c’est possible de remarquer que les cellules iPS n’expriment 
pas ou très peu les marqueurs tels que la vimentine et FSP-1 alors que les cellules d’intérêt 
expriment ces deux marqueurs. Dans le panneau B de cette même figure, c’est possible de 
constater que les cellules différenciées à partir des cellules iPS ont perdu les marqueurs de 
pluripotence tels que SSEA4 et Tra1-60. 
 
Une autre technique plus rapide et quantitative afin d’évaluer certains marqueurs cellulaires de 
surface s’avère être la cytométrie en flux. Elle permet d’obtenir la proportion des cellules 
positives pour un marqueur donné tout en minimisant le nombre de cellules nécessaires puisqu’il 
est possible d’optimiser les panneaux de cytométrie grâce aux nombreux lasers disponibles sur 
les appareils. Encore une fois, les marqueurs cellulaires uniques de fibroblastes sont peu ou pas 
connus, mais certains d’entre eux sont plus fréquents chez cette population. C’est le cas, 
notamment, de la glycoprotéine d’adhésion CD44, qui s’avère nécessaire pour de nombreuses 












Figure 7. Marqueurs de fibroblastes et de pluripotence en immunofluorescence. Le panneau A représente les 
différents marqueurs de fibroblastes intracellulaires testés alors que le panneau B représente deux des marqueurs 
de pluripotence utilisés afin de caractériser les cellules iPS. Les images ont été prises à  10X. Anticorps : SSEA4 1 
:200, Tra-1-60 1 :500, vimentine : 1 :200 et FSP-1 : 1 :200. Anticorps secondaires : Alexa 
594 1 :500 
 
il est possible de constater que les cellules iPS perdent presque entièrement l’expression du 





















Figure 8. Marqueurs de surface des fibroblastes et des iPSC en cytométrie en flux. Les courbes en bleu 
représentent les cellules non marquées alors que les courbes en rouge représentent l’expression des marqueurs 
d’intérêt. 
3.2 Capacité de réparation de l’ADN 
 
 
De nombreuses expériences ont été réalisées afin de caractériser la réponse des fibroblastes à 
des dommages à l’ADN induits par irradiation. Les mécanismes de réparation de l’ADN sont 
régulés,  entre  autres, par p53. Or, de nombreux gènes suppresseurs de tumeurs, dont p53, doit 
 
















































être temporairement réprimée afin de permettre la reprogrammation en cellules iPS, tel que discuté 
précédemment. La figure 9 expose une expérience réalisée afin de déterminer la capacité des 
différentes populations de fibroblastes à reprendre une croissance cellulaire normale ou à arrêter 






































Figure 9. Incorporation de BrdU après irradiation. La chronologie de l’expérimentation est illustrée en A. Le 
panneau C représente l’incorporation de BrdU en immunofluorescence (10X) au sein des deux populations de 
fibroblastes. Les contrôles représentent la prolifération des cellules non irradiées. Les cellules ont été fixées 4 jours 
après le traitement au BrdU. Le graphique en B représente l’incorporation de BrdU de manière relative aux contrôles 
et selon deux doses d’irradiation, 2,5 et 5 Gy. Anticorps : BrdU : 1 :250. Anticorps secondaire : Alexa 488 1 :750. 
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Après irradiation à 2,5 et 5 Gy, les lignées cellulaires dérivées de cellules iPS semblent arrêter 
de croître plus efficacement que les fibroblastes originaux. La lignée cellulaire shp53 s’avère 
être un bon contrôle positif de prolifération puisque les fibroblastes se divisent malgré 
l’irradiation. 
 
La capacité de réparation de l’ADN peut également être évaluée grâce à des protéines 
directement impliquées dans ce mécanisme. 53BP1 et H2AX sont deux protéines recrutées lors 
des cassures double-brin de l’ADN, entre autres lorsqu’elles sont causées par l’irradiation. La 
figure 10 montre en A des exemples de foyers de réparation de l’ADN. Les cellules ont été 
irradiées à 1 Gy puis fixées à différents moments après l’irradiation afin de déterminer la 
capacité de réparation de ces cellules à travers le temps. Les graphiques en B montrent les profils 
de chacune des populations cellulaires selon le nombre de foyers de réparation de l’ADN après 
irradiation. 
 
Une heure après l’irradiation, de multiples foyers de réparation de l’ADN sont présents dans 
toutes les cellules. Toutefois, à partir de 24 heures, les deux populations de fibroblastes semblent 
retrouver un profil similaire à celui des cellules non irradiées. 
  Fixation après irradiation (1Gy)   















































































Figure 10. Profils de réparation de l’ADN en fonction du temps après une irradiation de 1Gy. Dans des 
chambres à quatre puits, 5 000 et 10 000 cellules ont été déposées respectivement pour les conditions contrôle et 
irradiées. Trente-six heures après, les cellules qui devaient être irradiées l’ont été à 1Gy et les cellules contrôle  ont 
été fixées. Différents temps post-irradiation, des cellules ont été fixées afin de faire un marquage 53BP1 et H2AX. 
Le panneau A montre un exemple de marquage, à 20X. Les points en rouge, en vert et en orange  représentent 
respectivement les marquages pour 53BP1, H2AX et une colocalisation des deux. Le panneau B, quant à lui, 
représente les profils de réparation de l’ADN en fonction du temps. Les différentes couleurs de la légende montrent 
le nombre de foyers de réparation pour chaque lignée cellulaire et pour chaque temps. En C, la chronologie de 
l’expérimentation est illustrée. SL et CB : lignées cellulaires, SF : Fibroblastes de peau, ipsd : dérivés d’iPSC, CTL 
: contrôles non irradiées, IRR : irradiées, h : heures. Anticorps : 53BP1 1 :1500 et H2AX    1 :250. Anticorps 
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Par la suite, l’expression de p21 différents temps après une irradiation à 10 Gy a été analysée 
par qPCR. La figure 11 montre l’augmentation de l’expression de p21 dans les différentes 
lignées cellulaires afin de comparer leurs capacités à induire les mécanismes de réparation de 










De manière générale, on peut voir dans la figure 11 que l’expression de p21 dans les différentes 
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Figure 11. Expression de p21 après 
irradiation par qPCR. Plusieurs temps 
après une irradiation à 10 Gy, les cellules 
sont récoltées et lysées afin d’en extraire 
l’ARN. Une RT-PCR a permis d’obtenir le 
cDNA à partir de 100ng d’ARN. Une 
qPCR a ensuite été réalisée afin d’évaluer 
l’augmentation de l’expression de p21 
après irradiation. Les valeurs obtenues 







Le but de ce projet était de caractériser deux populations de fibroblastes, récupérées directement 
à partir d’une biopsie et dérivées de cellules souches pluripotentes induites autologues, quant à 




4.1 Caractérisation morphologique et phénotypique 
 
 
Tout d’abord, les deux populations de fibroblastes ont été observées au microscope optique afin 
d’évaluer leur morphologie. La figure 6 montre bel et bien que les deux populations de 
fibroblastes se ressemblent morphologiquement lorsqu’elles atteignent sensiblement le même 
passage. L’une des particularités des cellules de soutien est leur capacité de former des 
projections afin de couvrir une plus grande surface et c’est exactement ce qui est montré dans 
les panneaux A et D de la figure 6. Le nombre de passages s’avère important puisqu’un trop 
faible passage après la différenciation en fibroblastes ne montre pas tout à fait la cellule allongée 
représentative du type cellulaire (Figure 6C). De plus, les fibroblastes utilisés sont des 
fibroblastes primaires qui n’ont pas été immortalisés et qui possèdent donc un nombre de 
divisions limité. Les différentes expériences ont été réalisées sur des fibroblastes ayant un PD 
(doublement de population) entre 20 et 30 afin de s’assurer d’avoir des lignées stables qui sont 
encore dans une phase de croissance. Lors de la culture cellulaire, les fibroblastes de l’une des 
deux lignées dérivée d’iPSC s’avéraient morphologiquement plus petits que leur population 
d’origine, mais conservaient le même phénotype. De nombreux facteurs, tels que le donneur 
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, peuvent influencer la reprogrammation cellulaire et donc par le fait même le phénotype 
des cellules différenciées à partir d’iPSC. 
 
 
Contrairement aux cellules primaires, les iPSC se stabilisent lorsqu’elles montent en passage 
120 
et les iPSC utilisées afin d’induire la différenciation se trouvaient entre les passage 20 et 25 et 




L’évaluation morphologique n’est pas suffisante afin de caractériser phénotypiquement les deux 
populations de fibroblastes, mais les marqueurs de surface ou intracellulaires spécifiques et 
uniques à ce type cellulaire sont inexistants. Les fibroblastes expriment plusieurs protéines 
importantes dans le cadre de leurs fonctions, mais l’expression de ces protéines s’avère 
généralement partagée avec d’autres types cellulaires. Toutefois, des marqueurs comme 
vimentine, FSP-1 et CD44 sont des protéines qui ne sont pas, ou très peu, exprimées chez les 
iPSC, ce qui permet de confirmer leur expression chez les cellules provenant de la biopsie, leur 
perte d’expression lors du passage à la cellule iPS et leur réexpression chez les cellules 
différenciées. 
 
La figure 7 (panneau A) montre deux de ces marqueurs en immunofluorescence. Tout d’abord, 
pour ce qui est du marquage avec l’anti-vimentine, il est possible de remarquer une différence 
morphologique entre les deux populations, ce qui peut s’expliquer par la taille différente des 
cellules. En effet, malgré la confluence des noyaux similaire des deux lignées de fibroblastes, la 
lignée dérivée d’iPSC s’avère plus petite morphologiquement, ce qui pourrait diminuer la 
confluence réelle des cellules. Lorsque les fibroblastes sont confluents, ils se rapprochent, 
abandonnent leurs projections et s’allongent plutôt, ce qui est montré avec l’image représentant 
les fibroblastes provenant de la biopsie. Les fibroblastes dérivés d’iPSC semblent plutôt se 
comporter comme ce qui est montré dans la figure 6. L’expression de la vimentine, un filament 
intermédiaire qui se trouve généralement dans les cellules de soutien nécessitant un 
cytosquelette important, est optimale dans les deux populations de fibroblastes alors qu’elle est 
très faible au sein de la population d’iPSC. D’autres études démontrent également que la 
vimentine peut être marquée en immunohistochimie plutôt que par immunofluorescence, sur 
des fibroblastes 121. Le marqueur FSP-1 est un facteur associé aux filaments et qui lie le calcium 
cytoplasmique 122, mais encore une fois, ce marqueur n’est pas spécifique au type cellulaire 
d’intérêt puisque des équipes ont démontré qu’il était également exprimé sur certains types 
cellulaires dans un cadre inflammatoire 123. Toutefois, les iPSC ne l’expriment pas, ou très peu, 
alors que les deux populations de fibroblastes l’expriment effectivement, bien que ce soit avec 
des niveaux différents d’expression. 
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Les marqueurs de pluripotence ne sont exprimés que par les cellules iPS et les cellules 
différenciées dérivées d’iPSC perdent cette expression à la suite de la différenciation. D’autres 
marqueurs de pluripotence tels que Sox2, Oct3/4 ou Klf4 auraient également pu être analysés, 
mais l’expression de Sox2 semble également présente chez d’autres types cellulaires comme les 
neurones 124. 
 
La figure 8 montre l’expression de plusieurs marqueurs différents analysée en cytométrie en 
flux. Tout d’abord, l’expression du HLA-1 dans les cellules iPS diminue considérablement 
lorsqu’elle est comparée à celle des populations de fibroblastes. Les iPSC perdent le HLA de 
classe 1 lors de la reprogrammation, ce qui explique pourquoi elles sont la cible des cellules 
NK. Les fibroblastes, comme la majorité des cellules du corps, expriment ce marqueur qui 
s’avère unique pour la très grande majorité des individus. Les marqueurs CD90 et CD73 sont 
respectivement une protéine de surface et une enzyme convertissant l’AMP en adénosine et elles 
sont toutes les deux présentes autant chez les populations de fibroblastes que chez les iPSC. 
L’expression de CD44, toutefois, est absente chez les iPSC, mais augmente considérablement 
chez les deux populations de fibroblastes. L’une des principales fonctions de cette glycoprotéine 
est d’assurer l’adhésion entre les cellules, ce qui pourrait expliquer les niveau élevés chez les 
cellules épithéliales. La protéine est graduellement perdue au cours de la reprogrammation et 
est absente des cellules reprogrammées efficacement 125.  CD44 peut donc être un bon marqueur 
de différenciation de fibroblastes à partir de cellules iPS. 
 
 
4.2 Capacité de réparation de l’ADN 
 
 
L’étude morphologique et phénotypique des cellules permet de les caractériser. Il est cependant 
primordial d’établir leur capacité de réparation de l’ADN suite à des dommages dans l’optique 
de développer des thérapies cellulaires basées sur les cellules iPS. Plusieurs expériences ont 
donc été réalisées afin de caractériser cette réponse, autant dans les fibroblastes originaux que 
dans les fibroblastes dérivés d’iPSC. 
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4.2.1 Incorporation de BrdU 
 
 
Tout d’abord, l’incorporation de BrdU est une méthode importante d’évaluation des capacités 
de prolifération cellulaire. En tant qu’analogue de la thymidine, l’incorporation de BrdU s’avère 
une mesure fiable de la division cellulaire puisque la cellule en division incorporera le BrdU 
dans son ADN. Si les mécanismes de réparation de l’ADN sont intacts, les cellules devraient 
cesser de croître après l’irradiation afin de réparer leur ADN (si les dommages ne sont pas trop 
importants, à faible dose d’irradiation). Les fibroblastes primaires sont des cellules qui se 
divisent aux trente-six heures, ce qui rend difficile le choix des temps de fixation après l’ajout 
de BrdU dans le milieu de culture. En fixant les fibroblastes quatre jours après l’ajout de BrdU, 
il devenait possible d’avoir une mesure claire du pourcentage de cellules ayant réparé leur ADN 
et s’étant divisées. 
 
À faible dose d’irradiation, 2,5 Gy, les fibroblastes dérivés d’iPSC arrêtent de croître de manière 
beaucoup plus efficace lorsqu’ils sont comparés à leurs analogues originaux et ce, dans deux 
lignées différentes. À ce stade-ci, c’est difficile de savoir si c’est parce qu’ils sont plus sensibles 
à l’irradiation ou parce que le système de réparation de l’ADN est moins efficace et ne leur 
permet donc pas de reprendre leur croissance en demeurant dans un stade quiescent. À plus forte 
dose d’irradiation (5 Gy), le phénomène se reproduit, mais à moins grande échelle étant donné 
qu’une forte proportion des fibroblastes originaux arrête également de croître. Plus la dose 
d’irradiation est importante, plus les dommages sont conséquents et il serait intéressant 
d’augmenter la dose d’irradiation davantage jusqu’à ce qu’il n’y ait plus aucune cellule contrôle 
BrdU +. Le processus de mutations est sporadique au sein d’une population de cellules, mais la 
culture prolongée de fibroblastes peut également provoquer des mutations. L’écart entre les 
deux populations pourrait aussi y être lié. Les fibroblastes shP53 sont une population contrôle 
de prolifération puisque les cellules ont un p53 inactivé, dans la majorité des cas. L’inactivation 
ne semble pas être totale, néanmoins, puisque le pourcentage de cellules BrdU + diminue 
également avec l’irradiation. D’autres mécanismes peuvent aussi être impliqués afin de réguler 
la croissance cellulaire après l’irradiation. 
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Il semblerait néanmoins que les cellules dérivées d’iPSC possèdent des mécanismes de 
régulation de la prolifération cellulaire après des dommages à l’ADN tout autant efficaces que 
les cellules provenant directement de la biopsie. 
4.2.2 Évaluation des foyers de réparation de l’ADN 
 
 
Une autre façon d’analyser la capacité de réparation de l’ADN des cellules est de les marquer 
pour des protéines participant à la réparation telles que 53BP1 ou H2AX. L’irradiation à faible 
dose (1 Gy) des deux populations de fibroblastes devrait permettre une réparation de l’ADN  et 
une reprise de croissance cellulaire. Les cellules non irradiées possèdent un niveau basal de 
foyers de réparation de l’ADN et de nombreux facteurs contribuent à cette situation. En effet, le 
métabolisme normal des cellules participe à l’augmentation de composés qui peuvent s’avérer 
toxiques pour les cellules et ainsi induire des bris d’ADN tels que les dérivés réactifs de 
l’oxygène ou de l’azote, la peroxydation des lipides et les agents alkylants, pour ne nommer que 
ceux-là 126. Toutefois, au niveau basal, les fibroblastes dérivés d’iPSC possèdent moins de 
cellules endommagées que les fibroblastes originaux, comme le montre la figure 10 (panneau 
B). La majorité des cellules contrôle n’a pas de foyers de réparation de l’ADN. Lorsque les 
cellules sont fixées et marquées une heure après l’irradiation, une multitude de foyers de 
réparation de l’ADN sont présents dans les noyaux. Les rayons ionisants induisent la formation 
de plusieurs cassures double-brin pouvant être dangereuses pour les cellules, ce qui nécessite 
une intervention. Déjà, huit heures après l’irradiation, les foyers de dommage à l’ADN sont 
moins nombreux au sein des cellules et les profils cellulaires se ressemblent d’une lignée à 
l’autre. Vingt-quatre heures après l’irradiation, les profils cellulaires retrouvent presque les 
niveaux basaux des cellules contrôle. Une étude a déjà montré que les niveaux de 53BP1 après 
une faible dose d’irradiation chez la souris semblaient décroître graduellement à partir de vingt-
quatre heures 127. 
 
Les profils obtenus vingt-quatre et quarante-huit heures après irradiation confirment notamment 
que les fibroblastes dérivés d’iPSC possèdent une machinerie fonctionnelle de réparation de 
l’ADN. 
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4.2.3 Expression de p21 après irradiation 
 
 
Une autre expérience a été réalisée afin de caractériser la réponse face aux dommages à l’ADN. 
L’expression de p21 a été analysée comme marqueur de l’activité p53 puisque p21 se trouve en 
aval de p53 dans la voie de signalisation. Une PCR quantitative a été réalisée afin d’évaluer 
l’augmentation de l’expression de l’ARN de p21 par rapport au gène 18s, qui se trouve dans 
toutes les cellules. Tout d’abord, un contrôle shp53 a été utilisé et il est possible  de constater 
que l’expression du gène p21 n’augmente pas avec l’irradiation. Néanmoins, une faible 
expression de ce gène demeure présente dans les trois conditions testées : cellules contrôle non 
irradiées et cellules fixées huit et vingt-quatre heures post irradiation. Il est donc probable que 
l’efficacité de l’ARN en épingle à cheveu ne soit pas totale 128 ou que d’autres mécanismes 
moins importants entrent également en jeu afin d’augmenter la réponse p21. En effet, 
l’inhibition de contact des cellules peut également augmenter l’expression du marqueur p21 129. 
Toutefois, les profils obtenus en qPCR semblent néanmoins aller dans le même sens que les 
précédents résultats, même si certaines données semblent étonnantes. En effet, quarante-huit 
heures semble être un temps trop court pour que l’expression de p21 diminue autant que dans la 
lignée SL SF ipsd (figure 11) alors que l’expression de p21 dans la lignée SL SF diminue après 
vingt-quatre heures pour remonter ensuite après quarante-huit heures. Un temps intermédiaire 
de trente-six heures pourrait être une bonne option afin de comprendre la diminution de 
l’expression de p21 après quarante-huit heures et l’expérience pourrait être réalisée une nouvelle 
fois afin d’augmenter l’exactitude et la fiabilité des résultats. La différence de taille des cellules 
rend l’analyse de la confluence cellulaire plus difficile et il se pourrait que les fibroblastes 
originaux aient été plus confluents au départ, augmentant ainsi l’expression des niveaux basaux 
de p21. 
 
Toutefois, malgré certaines incohérences dans les données obtenues, les fibroblastes dérivés 
d’iPSC semblent, encore une fois, posséder des mécanismes fonctionnels de réparation de 
l’ADN et de contrôle du cycle cellulaire puisque l’expression de p21 dans ces cellules est plus 







De nombreuses avenues restent encore à explorer afin de mieux caractériser la réponse des 
cellules dérivées d’iPSC à des dommages à l’ADN. En effet, si les deux populations de 
fibroblastes semblent réagir de la même façon face à l’irradiation, le potentiel de formation 
tumorale de ces cellules demeure encore incertain. Le gène suppresseur de tumeur p53 semble 
réguler efficacement l’expression du gène p21 in vitro, mais la fonctionnalité de ces deux gènes 
n’a pas encore été démontrée. Afin d’évaluer le potentiel tumoral in vivo et en sachant que nous 
somme confrontés à de nombreux carcinogènes au cours de notre vie, les cellules pourraient être 
traitées avec un carcinogène comme le 4-nitroquinoline-1-oxide ou l’étoposide afin de 
reproduire en partie ce qui peut survenir chez l’humain et injectées chez des souris NSG 
immunosupprimées. Le potentiel tumoral de chacune des lignées pourrait donc être investigué 
puisque les cellules dérivées de cellules iPS ne devraient pas former davantage de tumeurs chez 
la souris si leurs mécanismes de réparation des dommages à l’ADN sont intacts. 
 
De plus, d’autres données sont nécessaires afin d’affirmer que les résultats obtenus sont valides 
pour tous les types cellulaires différenciés à partir d’iPSC. L’expression de p21 est utilisée dans 
ces travaux afin de démontrer la présence et l’efficacité de p53 puisque ce dernier se trouve en 
amont de p21 dans la cascade d’événements. Les travaux présentés ici pourraient être valides 
au sein de toutes les lignées différenciées à partir d’iPSC si p53, et donc, p21 sont fonctionnels 
dans les clones iPS. En effet, l’expression de p21 semble être réprimée dans les cellules souches 
embryonnaires, mais également dans les iPSC 130. La capacité des iPSC à réparer des dommages 
à leur ADN est encore inconnue et si cette aptitude ne s’acquiert qu’avec la différenciation des 
cellules, l’efficacité de cette différenciation s’avère d’autant plus importante afin d’offrir aux 
lignées cellulaires de bonnes possibilités de réparation de leur ADN suite à des dommages. La 
complexité des différenciations varie beaucoup selon les types cellulaires souhaités et plusieurs 
de ces cellules ne se multiplient plus lorsqu’elles sont différenciées, ce qui pourrait entraver et 
prolonger considérablement les recherches si ces vérifications devaient s’avérer nécessaires. 
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Par contre, si p53 s’avère fonctionnel au niveau de la cellule iPS elle-même, les risques reliés à 
la différenciation incomplète des cellules s’amoindrissent. Il est connu que l’irradiation induit 
des changements importants dans les cellules irradiées, mais aussi dans les cellules qui sont en 
communication avec les cellules irradiées 131. Il serait donc intéressant de vérifier la capacité de 
réparation de l’ADN des différentes populations de fibroblastes après un arrêt de croissance 
induit par l’oncogène RAS, par exemple. 
 
Quelques variations existent entre les deux populations de fibroblastes, que ce soit au niveau de 
l’intensité des marqueurs de surface ou dans leur réponse aux dommages à l’ADN. Les 
fibroblastes qui sont dérivés des cellules iPS semblent répondre de manière plus efficace aux 
dommages à l’ADN, mais expriment moins le marqueur FSP-1, par exemple. Les cellules ont 
été conservées longtemps en culture, ce qui pourrait expliquer certaines variations puisqu’il est 
possible qu’elles aient acquis des mutations lors de la culture cellulaire. Des mutations dans des 
gênes suppresseurs de tumeurs ne sont pas à exclure, autant du côté des fibroblastes originaux 
que du côté des fibroblastes dérivés d’iPSC, mais peu probables puisque les deux populations 
répondent généralement assez bien aux dommages à l’ADN. Puisque les séquences des gênes 
suppresseurs de tumeurs sont connues, il serait intéressant de séquencer les génomes des deux 
populations en les comparant aux populations d’origine à faible passage. L’analyse du caryotype 
des deux populations (PD 12-15) n’a démontré aucune anomalie, mais le séquençage demeure 
un outil puissant afin de détecter des mutations génétiques. Puisqu’il est également connu que 
certaines conditions de culture (l’ajout d’antibiotiques, par exemple) 132 peuvent influencer le 
patrimoine épigénétique des cellules, un séquençage de la méthylation de l’ADN pourrait 






Pour conclure, il semblerait que les populations de fibroblastes dérivées de cellules souches 
pluripotentes induites sont très proches, morphologiquement, des cellules provenant de la 
biopsie. De plus, des marqueurs de fibroblastes comme vimentine, FSP-1 ou CD44 ne semblent 
être exprimés que par les deux populations de fibroblastes alors que les iPSC expriment plutôt 
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des marqueurs de pluripotence comme SSEA4 et TRA-1-60. Pour ce qui est des profils obtenus 
par l’incorporation du BrdU après une irradiation à 2,5 ou 5 Gy, les fibroblastes dérivés d’iPSC 
arrêtent plus efficacement de croître lorsqu’ils sont comparés aux cellules d’origine. Les deux 
populations semblent également répondre de la même façon aux dommages à l’ADN puisque 
les comptes de foyers de réparation sont similaires dans le temps et que les profils se ressemblent 
beaucoup d’une population à l’autre. L’expression de p21 semble augmenter davantage dans les 
populations cellulaires dérivées d’iPSC, ce qui pourrait vouloir dire qu’elles seraient tout autant 
susceptibles que les populations d’origine d’arrêter de croître après des dommages conséquents 
à l’ADN. Les fibroblastes dérivés d’iPSC semblent néanmoins posséder des mécanismes de 
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